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(57) Zusammenfossung 

a i^^^"^^^^ 1 ^^ 11 ? 86 2 " Hemmer und inrc Verwendung ftr die anu-inflammatorische TTierapie. Anwendungsgebiete 
der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. Gemass der Erfindung werden MAPKAP Kinase 2-Hemmer auf der 
Genebene, auf der Proteinebene und auf der Basis einer spezifischen Veranderung der intrazellularen Lokalisation der MAPKAP Kinase 
2 emgesetzt. Die Erfindung ermdghcht eine gezielte Therapie der Entzundungsantwort und kann somit ffir die moderne Medizin von 
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HAPKAP Kinase 2-Hemmer und ihre Verwendung fOr die anti- 
inf lammatorische Therapie 



Die Erfindung betrifft MAPKAP Kinase 2-Hemmer und ihre 
Verwendung fur die anti-inf lammatorische Therapie. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die 
pharmazeutische Industrie. 



Der GroBteil aller Erkrankungen ist mit entzundlichen Prozessen 
verbunden, welche dazu fuhren, daB Krankheitsverursacher 
erkannt und eleminiert werden. Die fruhe Entzundungsantwort , 
z.B. als Reaktion auf bakterielle Lipopolysaccaride (LPS), 
fuhrt zur Expression und Preisetzung pro-inflammatorischer und 
inflammatorischer Zytokine und damit zu massiven entzundlichen 
Prozessen und zu Phanomenen wie z.B. Sepsis. Eine zentrale 
Rolle unter den pro-inf lammatorischen Zytokinen spielen der 
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) und Interleukin-l (11-1), die 
ihrerseits die Synthese weiterer inflammatorischer Zytokine 
stimulieren. 



Es wurde bereits versucht, den Verlauf der entzundlichen 
Prozesse zu beeinf lussen, u.a. wurde die Substanz SB203580 
( 4- ( 4-Fluorophenyl ) -2- ( 4-methylsulphinylphenyl-5- ( 4-pyridyl ) - 
imidazol) als effektiver Inhibitor der Zytokinbiosynthese 
beschrieben. Ihre Wirkung beruht auf der Hemmung der 
streflaktivierten Proteinkinase p38 MAP Kinase (auch bezeichnet 
als p38 Reaktivierende Kinase, P38a, p380, CSBP - Cytokine 
suppressive antiinflammatory drug binding protein (J.c. Lee et 
al, Nature 372, 739-46 (1994)). SB203580 kann die 
Entzundungsantwort als Reaktion auf LPS-Gabe effektiv hemmen 
und hemmt gleichzeitig die Biosynthese von Il-i und TNFa. Der 
Mechanismus der Stimulation der Zytokin-Biosynthese durch die 
p38 MAP Kinase wird bisher nur unvollstandig verstanden. Als 
Substrate der p38 MAP Kinase wurden verschiedene 
Transkriptionsfaktoren sowie Proteinkinasen identif iziert. 



WO 99/51735 



2 



PCT/DE99/00990 



Diese downstream-Komponenten der Signaliibertragung durch p38 
MAPK konnten einzeln Oder gemeinsam an der inf 1 animator ischen 
Antwort beteiligt sein. 

Zusammenfassend laBt sich feststellen, daB trot2 zweifellos 
vorhandener Erkenntnisfortschritte noch keine M6glichkeit 
gefunden wurde, den EntzundungsprozeB zielgerichtet zu 
beeinf lussen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, auf der Basis 
eines neuen Wirkprinzips Mittel zur Verfugung zu stellen, die 
als anti-inflammatorische Therapeutika mit moglichst geringen 
Nebenwirkungen eingesetzt werden konnen. 

Die Erfindung wird gemaB den Ansprtichen 1 bis 11 realisiert. 

Es wurde gefunden, daB uberraschenderweise nur sin Enzym aus 
dem Spektrum der zahlreichen beteiligten Enzyme die zentrale 
Rolle bei der Entzundungsantwort spielt, das Enzym MAPKAP 
Kinase 2. Daraus leitet sich die Mdglicheit ab, die MAPKAP 
Kinase 2 als idealen Target fur die anti-inflammatorische 
Therapie zu nutzen. 

Danach ist die Erfindung dadurch gekennzeichnet , daB die 
Wirkung der MAPKAP Kinase 2 spezifisch gehemmt wird. Das kann 
erfindungsgemSB auf 3 verschiedenen Wegen erfolgen. 

a) durch Antisense-Oligonukleotide, die geeignet sind, die 
Expression der MAPKAP Kinase 2 in menschlichen Zellen 
spezifisch zu inhibieren. 
Geeignete Oligonukleotide sind u.a. 

5 -GGAGTTGGACAGCATGGTGCCCGGGGACGCCGGGG-3 ' 
5 ' -CACAGGCGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCTGGCCCTG-3 ' 
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b) durch chemische Substanzen, die geeignet sind, die 
enzymatische Aktivitat der MAPKAP Kinase 2 spezifisch zu 
hemmen . 

Es wurde femer gefunden, dafl fur die Wirkung der MAPKAP Kinase 
2 ein aktivierungsabhangiger Zellkernexport erforderlich ist. 
Daraus leitet sich eine weitere Variante der Erfindung ab: 

c) durch chemische Substanzen, die geeignet sind, die 
intrazellulare Lokalisation der MAPKAP Kinase 2 spezifisch zu 
verandern ( Trans lokation) . 

Die Erfindung ermdglicht eine gezielte Therapie der 
Entzundungsantwort und kann somit fur die moderne Medizin von 
grundlegender Bedeutung sein. 

Die Erfindung soil nachfolgend durch ein Ausfuhrungsbeispiel 
naher erlautert werden. 



Ausfuhrungsbeispiel 

Mittels der Methode des gene-targeting wurde eine MAPKAP K2 
knock out-Maus erzeugt. Diese Maus ist lebensfahig, zeigt, 
soweit bisher untersucht, keine pathologischen Verflnderungen an 
Geweben und Organen, aber eine deutlich verringerte LPS- 
induzierte Entzundungsantwort . Diese zeigt sich z.B. an einem 
signifikant erhbhten Oberleben der knock out-Mause bei 
septischem Schock (Abbildung l). Weiterhin sind die 
Serumkonzentrationen von TNFa 90 xnin nach LPS-Stimulation in 
den knock outs mehr als 10-fach geringer als die 
Konzentrationen in vergleichbaren Wildtyptieren (s. Tabelle). 
Diese Daten belegen eindeutig, daB MAPKAP Kinase 2 eine 
essentielle Rolle bei der Entzundungsantwort spielt und 
gleichzeitig fur die normale Entwicklung der Maus nicht 
notwendig ist. 
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Tabelle: Serumkonzentration von TNFa in MAPKAP Kinase 2 knock 
outs und Wildtyptieren 90 min nach Injektion i.p. von 1 nq LPS 





-/- 

(MAPKAP Kinase 2 
knock outs) 


+/+ 
Wildtyp 


TNFa (pg/ml Serum) 


268 ± 156 


4005 ± 1818 
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Legende zur Abbildung 1 
Oberleben bei septischem Schock 

Oberleben von MAPKAP Kinase 2 knock out Mausen bei septischem 
Schock, hervorgerufen durch Injektion von 2 ng LPS/20 mg 
Galactosamin. Wahrend die Kontrolltiere nach 11 h vollstandig 
dem septischen Schock erliegen, zeigen die knock out Tiere ein 
signif ikant erhdhtes Oberleben bedingt durch eine verringerte 
Entzundungsantwort . 
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Patentanspruche 



1. Verwendung von MAPKAP Kinase 2-Hemmern als anti- 
inf lammatorische Therapeutika. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
MAPKAP Kinase 2-Heramer auf der Genebene eingesetzt werden. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB als MAPKAP Kinase 2-Hemmer folgende Oligonukleotide 
eingesetzt werden 

5 '-GGAGTTGGACAGCATGGTGCCCGGGGACGCCGGGG-3 ' 
5 ' -CACAGGCGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCTGGCCCTG-3 ' 

4. Verwendung nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, daB 
MAPKAP Kinase 2-Hemmer auf der Proteinebene eingesetzt werden. 

5. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
Stoffe eingesetzt werden, die die intrazellulare localisation 
der MAPKAP Kinase 2 spezifisch verandern. 

6. MAPKAP Kinase 2-Hemmer 

7. MAPKAP Kinase 2-Hemmer nach Anspruch 6 auf der Genebene 

8. Antisense-Oligonukleotide nach Anspruch 6 und 7, die die 
Expression der MAPKAP Kinase 2 in Zellen spezifisch hemmen. 

9. Antisense-Oligonukleotide nach Anspruch 8, gekennnzeichnet 
durch folgende Seguenzen 

5 ' -GGAGTTGGACAGCATGGTGCCCGGGGACGCCGGGG-3 ' 
5 '-CACAGGCGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 '-GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCTGGCCCTG-3 ' 
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10. MAPKAP Kinase 2-Hemmer nach Anspruch 6 auf der 
Proteinebene . 

11 • Chemische Substanzen, die die intrazellulare Lokalisation 
der MAPKAP Kinase 2 gemaB Anspruch 5 spezifisch verSndem. 
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Oberleben bei septischem Schock 
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^ (57) Abstract: The invention relates to MAPKAP kinase 2 inhibitors and the use thereof in anti-inflammatory therapy. The invention 
If) can be used in the field of medicine and in the pharmaceutical industry. According to the invention, the MAPKAP kinase 2 inhibitors 
fT) are used at gene level, protein level and on the basis of a specific modification of the intracellular localization of MAPKAP kinase 2. 

The invention makes it possible to provide targeted immune response therapy and can thus be of fundamental importance to modern 
jjH medicine. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betriffi MAPKAP Kinase 2-Hemmer und ihre Verwendung fur die anti-inflammatorische 
Therapie. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. Gemass der Erfindung werden 
O MAPKAP Kinase 2-Hemmer auf der Genebene, auf der Proteinebene und auf der Basis einer spezifischen Veranderung der intrazel- 
^ lularen LokaUsation der MAPKAP Kinase 2 eingesetzt Die Erfindung ermoglicht eine gezielte Therapie der Entzundungsantwort 
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Nach der Internationa! en Patentkiassifikatton (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBtETE 



Recherchterter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssvmbole ) 

IPK 6 C12N C07H A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentliohungen, sowelt dJese untar die rechercfiterten Gebtete fallen 



Wahrend der Intematlonalen Recherche konsultierte elektrontsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. vemendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTUCH ANOESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezetehnung der Veroffentlichung, sowed erforderlich unter Angabe der In Betraeht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 97 34137 A (LIVI GEORGE PETRO 
; MCLAUGHLIN MEGAN MCHALE (US); SMITHKLINE 
BEECHA) 18. September 1997 (1997-09-18) 
Seite 3, Zeile 14 -Selte 5, Zelle 25 
Selte 32, Zeile 11 -Seite 36, Zeile 26 
Anspruche 1,11-59 

ZU YL. ET AL.: "Activation of MAP 

kinase-activated protein kinase 2 in human 

neutrophils after phorbol ester or fMLP 

peptide stimulation." 

BLOOD 1996 JUN 15; 87(12): 5287-96, 

XP002120624 

das ganze Dokument 

-/-- 



1,2,4, 
6-8,10 



4,6,10 



HI 



Weitere Verdffentllchungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



Siehe An hang PatentfamlOe 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verfiffentfichungen 
•A" Veroffentlichung, die den allgemelnen Stand der Technik deftniert 
aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" atteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem intematlonalen 
Anmeldedatum verdffentficht worden Ist 

V Veroffentltahung, die geeignet ist, elnen Priomatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentitehung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (-vie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundltehe Offenbarung, 

elne Benutzung, eine Aussteltung oderandere MaBnahmen bezieht 
P" Veroffentlichung, die vor dem intematlonalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentflcht worden 1st 



T Spate re Veroffentlichung, die nach dem Intematlonalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verofferrtlteht worden 1st und mit der 
Anmeldung nicht koliidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeilegenden 
Theorie angegeben 1st 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfinduno 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erflnderlscher Tatigkeft beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erflnderlscher TatJgkett beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verofferrtfichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichung en dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheBegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied dersetoen Patentfamilie ist 
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Internal- *ales Aktenzelchen 
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C.(FdrtsetZung) ALS WESEWTUCH ANGESEHENE UMTERLAGEN 



Kalegorie 0 



Bezetehnung der Veroffentlichung, soweh erfordenicri unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



TAN Y ET AL: "FGF and stress regulate 

CREB and ATF-1 via a pathway involving p38 

MAP kinase and MAPKAP kinase-2." 

EMBO JOURNAL, (1996 SEP 2) 15 (17) 

4629-42., XP002120625 

Zusanunenfassung 

Seite 4634 -Seite 4636 

ROUSE J ET AL: "A NOVEL KINASE CASCADE 
TRIGGERED BY STRESS AND HEAT SHOCK THAT 
STIMULATES MAPKAP KINASE-2 AND 
PHOSPHORYLATION OF THE SMALL HEAT SHOCK 
PROTEINS- 
CELL, 

Bd. 78, 23. September 1994 (1994-09-23), 
Seiten 1027-1037, XP002041232 
ISSN: 0092-8674 

CUENDA A ET AL: "SB 203580 IS A SPECIFIC 
INHIBITOR OF A MAP KINASE HOMOLOGUE WHICH 
IS STIMULATED BY CELLULAR STRESSES AND 
INTERLEUKIN-1" 
FEBS LETTERS, 

Bd. 364, Nr. 2, 8. Mai 1995 (1995-05-08), 
Seiten 229-233, XP000567769 
ISSN: 0014-5793 

STOKOE D. ET AL.: "MAPKAP kinase-2; a 
novel protein kinase activated by 
mitogen-activated protein kinase." 
EMBO J 1992 N0V;ll(ll):3985-9, XP002120626 

ENGEL K. ET AL. : "Leptomydn B-sensitive 

nuclear export of MAPKAP kinase 2 is 

regulated by phosphorylation." 

EMBO J 1998 JUN 15; 17(12): 3363-71, 

XP002120627 

das ganze Dokument 



6,10 



1,4-6, 
10,11 



ForrnWafl PCT/1SA/210 (Fbrtsctzung von Btatt 2) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inte fonales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/00990 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikei 17(2)a) wurde aus fblgenden Grunden fur bestimrrrte Anspruche kein Recherchenbericht ersteDt: 

1. | X | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpfiichtet 1st, namlich 

Obwohl die Anspruche 1 bis 5 sich auf eine Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammen- 
setzung. 

2. | X 1 Anspruche Nr. - 

weil sie sich auf Teile der irrternationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig errtsprechen 
daB eine sinnvolle internatfonale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich ** 

Sie Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. 1 | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefafit slnd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestelrt, daB diese irrternationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthah: 

Siehe Zusatzblatt 



I I Da der Anmelder all© erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltlg entricrrtet hat, erstreckt sich deser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



2. IXl Da 1™ .f 1 ' 6 recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
1 — 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung elner soichen Gebuhr aufgefordert. 



I - ] Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitlg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — » Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzerBg entrichtet. Der irrternationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahrtte Erfindung; diese ist in fblgenden Anspruchen er- 



Bemerkungen hlnsichtllch eines Widerspnichs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahrt. 

| J Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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